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生体内の燐酸エステルの有する代謝上の意義は甚
だ大きいが， phosphorylase Kよる無機燐酸からの
エステjレ形成は別として燐酸化合物からの燐酸転位
は Kinase作用により nuc1eotide等の高エネルギ
ー燐酸化合物から行われる ζと(1)は周知の ζとであ
る。所が ρ-nitropheny 1燐酸が酸性 phospho-
monoesterase Kより水解される時グリセリン，ア
ルコーJレのような OH化合物が共存すると，それ等
の燐酸エステルが形成される乙とが Axelrodや 
Appleyard により初めて報告された(2)(4)。また他
方アJレカリ性酵素でも Meyerhof及び Greenゅは
高エネJレギー燐酸化合物を供与体として用いた際児
行われる燐酸転位量は供与体のエネノレギー量に比例
する乙とを報告したが， Axelrod Oesper(6¥ (3)， 
Morton(7)の酸性酵素及び、アルカリ酵素を用いての
成績によると，そのような比例関係は必ずしも成立
しないことを， これと前後して西堀は燐酸転位が諸
型 monoesterasevとよりても行われることを認め，
その転位機序を論じている〈日〉。 ρ-nitrophenyl燐酸 
ethylesterが diesterasev乙より t-nitrophenolと 
ethyl燐酸とに水解されるときも OH化合物が共存
するときにはその OH化合物と ethyl燐酸との結
合せる diesterが形成される(西堀〈9〉a，赤松，西堀
ωb)。乙れ等の現象は ρ-nitrophenyl燐酸またはそ
れの ethylesterが酵素に対し強い親和性を有し，
また水解され易いに比し酵素表面における転位反応
により形成される新モノエステルまたジエステルよ
りは酵素に対する親和性と被水解とにおいて劣るこ
とl乙よると説明された。したがって燐酸転位が行わ
れるには，まず燐酸の活性化を要すると考えられる
ので，私は phosphosalicyl酸を燐酸供与体として 
共存 OH化合物の燐酸エステル化を試験した。この
化合物を供使したのは，その等 moleの salicyl酸 
と燐酸とを生ずる自家水解が pH5.6 Kて極大であ
り(10)(11)(12)(叩 ζの pH5.6における自家水解は Cu村 
により促進され，他方自家水解を被り難い pH2の
水溶液中にて Fe榊が顕著なる水解促進を示すとの 
前報告(13)の所見にもとずき，これらの水解反応にお
いて遊離する燐酸が新たなエステルを形成するか，
すなわち燐酸転位が行われるかを験し，これと酵素
的lζ営まるべき phosphosalicy1酸からの燐酸転位
とを比較した。
方法
基質 phosphosalicyl酸は Sabotka等の方法(12) 
lとより調製，試験液組成は略前報と同じく緩衝液4 
ml vと，水，アJレコー Jレ類，酵素または金属液を加え
て9mlとし 370で 10分加温後基質 1mlを添加し
た。その他の実験方法は概ね前報(13)と同じ。詳細は
各表lζ附記しである。
酵素液としては豚腎自家消化透析液(14)或はブタ
ノール抽出，硫安分画法で精製したる豚腎モノエス
テラー ゼ(15)を稀釈して供した。
新生燐酸エステルの直接的証明は展開剤として 
pyridine， アンモニヤi水 (60:20: 10)混液(1めを
用いる paperchlomatographyvとより，スポット
の呈色は Fe-Salicyl酸法(17)或は紫外線還元法〈聞に
よった。展開剤として MeOH，NH3，水混液 (60:10 
: 30)を用いると， phosphosalicyl酸と methanol
燐酸とは Rf値が 0.62と0.58で甚だ近接する。その 
他の展開剤も試みたが，それ等燐酸エステJレ及び無
機燐酸の分離検出lζは上記の pyridine，NH40H，水
混液が最適であった。緩衝液としては Veronal酢
酸混液を用いた。しかし形成新エステJレをクロマト
により証明せんとするときには Veronal，酢酸ソー
ダ，炭酸ソーダはいずれも燐酸エステルの Rf値を
甚だしく低下さすから，酸性の緩衝剤としては 0.1
M酢酸酢酸ソーダ混液単独 (pH5.6)を用い，また
アjレカリ性緩衝液としては 2x10-1・M Na2C03 4 x 
10-1M NaHC03i見液 (pH9)を用いた。そして酸
性緩衝剤のときには反応混液 (10ml)を1時間後
1N苛性ソーダを滴下，アルカリ性(約 pH8.5)と
し，アノレコーノレを飛ばした後 Dowx50，4 x，200--
400 mesh，1 x 10 cmのカラムを通して脱 cation 
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し，(i慮液は酸性となるので直K)，等量の石油エー
テルで 3回酢酸を抽出除去した。抽出残液lとアンモ
ニヤ水を滴下してアルカリ性(約 pH8.5)とし，
真空乾燥器中で乾回する。少量の稀アンモニヤ水 
(0.25--0.5 ml) rc溶すとともにアルカリ性液とする 
( 40 x .. 20 x Ir.濃縮〉。 とれをクロマト用 sample
とし，脱灰洗瀧i慮紙lζ展開した。アルカリ性緩衝剤
のときにも，上述のようにイオン交換樹脂にて脱 
cationした。このとき炭酸は失われる。なお，反応
混液中に含まれる程度の蛋白は Rf値に全く影響を
与えなかった。
結果 
1. アルカリ性燐酸毛ノエステラーゼによる 
phosphosalicyl酸からの燐酸転位
基質 0.001M phosphosalicyl酸を pH9 rcて 1
時間約 10--25%水解する程度K豚腎自家消化透析
酵素液を稀釈し， phosphosalicyl酸水解時におけ
る燐酸 ester化を methanol，glycerineを受容体
として検べると表 1Arc示される如く明らかにその
表 1A. phosphosalicyl酸の酵素的燐酸転位
アルコー Jレ 水解 %1水解% (30分) (60分)I 
(終 濃 度) ア副燐酸13リ長|燐酸I
非 添加 11.8 I 14.3 I 24.7 I 26.0I
+メタノール(10M) I 10.0 I 3.1 I 19.9 I 8.2 
~位率 69.0 59.0 
非 添 力日
65.0 61.
十グリセリン (5M) 3.9 
転 位 0 
0.04 M. pH 9 Michaelisの Veronal酢酸緩
衝液， 4 ml +0.05 M MgC12を含む酵素液 1ml 
+メタノール或はグリセリン 4mlの混液(液
量 9ml) を 370 10分加温後， それに1O-2M 
phosphosalicyl酸液 1ml添加する。但し，対
照実験はアルコール類の代りに水を用いた。な
お，アルコール添加の場合は pHが変動し，液
量の減少があるから，これらを補正する為に基
質液混合前に予め定めた滴数の O.lNNaOHと
水を追加した。 370 rc加温せられた反応混液よ
り， 30分， 60分後その 1mlをとり，遊離サリチ 
Jレ酸及び燐酸を測定。表中の数値は遊離サリチ
ル酸及び無機燐酸濃度の基質(燐酸供与体)初
期濃度比対する百分率(水解%)で示されてい
る。徒って転位率は〔サリチル酸生成量(%)
ー無機燐酸生成量(%)/サリチル酸生成量(%)] 
x100として表示した。
転位が認められた。
なおブタノーノレ抽出硫安分画モノエステラーゼを
用いても同じ様な結果を得た(表 1B)。 
0 
9.9 日37121;;
転位率 I 69.1 I ω I 55.6 
Kw州 0.13 0.18 I 0.24 
実験条件は表 1AIr.同じ， 但し，緩衝液には炭
酸塩混液(実験の部民記した濃度のものを 4倍
稀釈)を，酵素はブタノール抽出硫安分画酵素
を用いた。 
Kw/Km は後述の考按の部K詳記するが phos-
phosalicy酸よりの発生機の活性燐酸水とメタ
ノーノレとの相対的反応性を示す(18)。 
2. phosphosalicyl酸自家水解時に於ける非酵
素的燐酸転位
メタノールを受容休として pH5.6での実験結果
は表2の如くで明らかに転位の起る ζとを示してい
る。
表 2. Phosphosalicylateの非酵素燐酸転位
メタノーJレ 水 解 度 (%) 
濃 度 30分 60分 
(M) 燐酸!サリチノレ 酸 燐酸 1サリチノレ 酸。 11.60 12.60 24.40 24.60 
9.9 5.07 12.60 11.20 24.60 
59.7 54.5 
K w /Km I 0.20 0.24 
実験条件は表 1Arc同じ，但し，酵素 Mg混液
の代り Iζ水を，緩衝液は 0.1 M，•pH 5.6酢酸酢
酸ソーダ混液を用いた。 
3. 金属イオン触媒による phosphosalicy 1酸よ
りの燐酸転位 
Phosphosalicy 1酸の自然水解を pH5.6で Cu++， 
Ce柵を触媒として水解を促進させるとき，燐酸転位
が高まるか検すると，まず Ce捕では転位は認め得
なかった。 Cu++では新生エステルの成生量が増大し
た(表3)。また，前報のよう Ir.Fe悦 lζよる pH21乙
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ての phosphosalicyl酸水解では転位の促進が認め 表 5.ρ-Nitrophen:ylphosphateの
られた(表的。 非酵素的燐酸転位 
pH 5.6 水解%(10分〉水解%(20分)
アルコール トロフ z 燐酸 トロフェ燐酸
ノール ノー Jレ
文す 日景 22.8 21.9 29.8 
メタノール(10M) 18.7 18.2 25.8 24.9 
グリセリン(5M) 10.3 10.4 
フェノーJレ(0.2 M) 15.3 15.6 22.0 21.5 
ア jレ 
pH 9 
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実験条件は表 21C:::同じ， 但し， hosphosalicyl 
酸の代りに同濃度の ρ-nitrophenyl燐酸ソー
ダが用いられた。 
PPC法lとより証明された。但し， Rf値は展開剤が
古くなり，組成が変ってくると全般的K顕著に低下
表 3. Cu+t触媒による非酵素的燐酸転位
メタノー| 水 解 度 (%) 
Jレ濃度 15分 30分 60分 
1;燐酸1燐酸 Iサリチ1;."*I o1J"，-H. Iレ酸l ノレ酸l レ酸 ."*;n;.fi. ，，，*， ~Iサリチ 
o I37.5 I34.5 I63.6 I55.4 I77.0 I74.2 
9.9 I22.8 I58.5 I27.6 I70.3 I30.3 I78.0 
転位率 l ω 1 60.6 I 61.5 
I サリチ I
(M) I燐酸 
Kw州 0.19 1 0.19 [ 0.19 
実験条件は表 21乙同じ，但し，水 1mlの代
りに等量の 0.01M CUS04液を用いた。
表 4. Fe榊触媒による非酵素的燐酸転位
水 度(%) 
0 
9.9 
転位率 I 55.5 1 悶 | ω 
Kw叫 ωj 0.26 [ 0.18 
実験条件は表 21乙同じ，但し，緩衝液は 0.1M， 
pH 2 Glycine塩酸混液。 0.01M CuS04液の
代りに等量の 0.01M FeC13液を用いた。 
4. かNitrophenylphosphateの非酵素的燐酸転
位
ρ-Nitrophenyl燐酸は燐酸共与体となる ζとが既
に認められているがJ のエステJレは弱叫下，
Celllqとよりよく水解される(極大 pH4.6)(13)ので， 
Cellを用い，メタノーノレ，グリセリン或はフェノー 
Jレを受容体として非酵素的燐酸転位を検すると，実
施された条件のもとでは上記の Ce仰による phos-
phosalicyl酸の場合と同じく燐酸転位は認め得なか 
った。 pH91(於いても同じくエステJレ化は起きな
かった(表 5)。 
5. Phosphosalicyl酸の酵素的及び非酵棄的燐
酷転位による新生エステルの直撮証明
予めクロマト法にて phosphosalicy1酸， metha-
nol燐酸，無機燐酸の spotの Rfはそれぞれ 0.44， 
0.29，0.15なる乙とを証明しておいたが， メタノー 
Jレを受容体としたときの試験液からは無機燐酸， 
phosphosalicyl酸のほかメタノーJレ燐酸の存在が
してくる。
者 按 
Phosphosalicy1酸が pH5.6 Kて自然水解をうけ
るときメタノールへ燐酸転位が起ることは遊離する
活性燐酸が水にもメタノーノレKも結合して無機燐酸
とメチル燐酸とを生ずる反応であるから，無機燐酸 
(P)の増加とメチル燐酸 (MeOP)との増加速度は 
夫々次式lとより示される。
主旦=Kw (H0J (phosphosal州酸〕 
2dt -_. ._-" 
ι坦坦旦 =Km (CH30HJ (phosphosalicyl酸〕dt 
反応後あz時聞における無機燐酸とメチル燐酸との
生成%を (PJt.(MeOPJtとすれば， 
Kw _ (PJt (CH30HJ 
玄m ー (MeO町立H20J
ζのKwjKmは速度恒数比率であるが，この際には 
活性燐酸の水とメタノ~)レとに対する親和力の比率
と見なしうる。この比が 1より小で 0.1の orderな
る乙とは水に対するよりもメタノールに対する親和
力がや、大なるを示すものである。 
Phosphosalicy1酸水解が pH5.6KてCuH Iとよ
り促進されるときも， ζの比率が変らないことは予
期の通りであった。しかし phosphosalicyl酸が安
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定なる pH2 Kて Fetl+により触媒的lと水解される
ときにも KwjKm値が大体 0.2なる ζとは，非酵素
的に生ずる活性燐酸の水とメタノールとに対する
KwjKmが pH !r依存しないことを示すのであろ
・う。 ところが phosphosalicy1酸の水解速度が pH
5.6及び 9fr於いて Celm!とより増大する際には，メ
タノールのエステル化が認め難く， salicyl酸と無
機燐酸とは大体 1:1で生ずる。これは活性燐酸が
Ce柵と不溶性の燐酸塩を生じ，直ちに反応系から除
去されることによるものと思われる。また， ρnitro・
phenyl燐酸を Ce柵が水解するときにも，メタノー
Jレ，グリセリンのエステル化が認められなかった
が，乙れも同じ理由によるものと解せられる。
Koshland(18)は諸型燐酸結合が塩酸にて水解され
るときのメタノールへの燐酸転位を検しそれらの場
合の KwjKmを求めている。その数値は 2.0 ~0.4 
である。諸型による数値の動揺は活性燐酸のメタノ
~)レとの結合力の差にもとずくものでなく，実験誤
差によるのであろう。
水解酵素による燐酸転位の機序を西堀(8)は次のよ
うに考察した。 (1)燐酸供与体が酵素表面で水解さ
れるとき生ずる活性燐酸と OH化合物との結合力が
大なるほどエステル形成は大となるが， (2)乙の新
成エステルが酵素表面から離脱し溶液中に移行し易
いほど，すなわち pKmが小なるほど，また (3)新
成エステルが酵素表面で水解をうけ難いほど，すな
わち V∞が小なるほど燐酸転位の効率は大となる。 
西堀はモノエステラーゼによる ρ-nitrophenyl燐
酸からの諸OH化合物への燐酸転位につき主として
(2)と(3)とにつき実験的に検討したが，第一の点
すなわち酵素表面lとおける活性燐酸と OH化合物と
の結合の難易については十分に考察しなかった。
ー体，燐酸化合物が酵素により水解される為lζ 
は，とれら基質がその燐酸基を以って酵素の燐酸親
和性基l乙結合すべきは勿論であるが，燐酸酵素の基 
質特殊性から考えると，酵素l乙燐酸基で結合された
基質はさらにその OH化合物残基を以って酵素の第
二親和基に結合し，このように基質は酵素表面の二
の親和基に結合した状態にて水解されると云うべき
である。かくて，ついで酵素の活性基の作用をうけて
中間的に生ずる活性燐酸は，それを酵素表面におけ
る発生機の無機燐酸と見てもよいが，むしろ酵素と
燐酸との結合体とするが妥当であろう。この結合体
から燐酸が無機燐酸として遊離する場合，すなわち
単純なる水解反応では，酵素表面の基質結合基の近
くにまた酵素lζ結合された水分子があり， ζれが活
性燐酸と反応して無機燐酸を形成し溶液中に移行す
るが，燐酸転位反応のときには酵素はその表面に受 
容体を中間的に結合する性能が強しこの結合され
.，.こ受容体と活性燐酸との反応によって燐酸化合物が 
新成されるのである。ゆえに専ら燐酸転位を行う酵
素にては酵素表面に受容体としての OH化合物は結
合されるが，水を結合する基を欠くというべきであ 
り， Hexokinaseはその例である。他方， Myosin 
はKoshlandの考察したようにその燐酸化酵素は専 
ら水を結合するのみでなり，したがって燐酸転位を 
行わない。 Pyrophosphataseによる OH化合物へ
の燐酸転位が起らない(19)のもこれと同様 K説明し 
うる。乙れ等両極端の酵素の聞には水と受容体とし
ての OH化合物とのいずれをもを結合し，したがっ
てこれらのいずれとも活性燐酸が反応する場合があ
り，モノエステラーゼによる ρ-nitrophenyl燐酸
からの燐酸転位反応はこの類lζ属するものである。
本報の phosphosalicy1酸K関する燐酸転位も ζれ
に属す。 ζのとき KwjKmが非酵素的の場合と近
似値を示した ζとは腎アJレカリ性モノエステラーゼ
のような基質特殊性が低い酵素にては水とメタノー
ルとは酵素表面K殆んど同じ強さで結合されるので
あろう。
なお， ζの場合frKwjKm比が時間的に上昇す
る傾向が見られた。 乙れはメチル燐酸が pH 9frて
phosphosalicy1酸の 1んの速度比て水解されうるこ
とから考察すると，燐酸転位により生成したメタノ
ール燐酸は水解され，そのとき第二次のメタノーノレ 
燐酸と無機燐酸が出来るので， ζの水解l乙基き時間
的に増加する無機燐酸が phosphosalicyl酸からの
無機燐酸量l乙加算され，他方時間的l乙減量するメテ
Jレ燐酸量は phosphosalicyl酸からのメチル燐酸生
成量から差引かれるために転移率は時間的K減少，
Kw/Km値は漸増すると解して不当ではないだろ
フ。
総 括 
1) Phosphosalicyl酸の alkaline phospho-
monoesterase による酵素的分解のときも諸種燐酸
レ，J，メタノーfrレの酵素的分解の時と同様Jエステ 
グリセリンの燐酸エステルが生成された。 
2) Phosphosalicyl酸が pH5.6で自家分解する
ときも，共存 methanol，エタノーJレ，グリセリン
の燐酸エステjレ化が認められた。
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3) Phosphosalicyl酸の自然分解速度を Cu++， 
Felfqとより増大させるときには生成エステル量もま
た増加した。然、し転位率は非添加の場合と略同じで
あった。 
4) Phosphossalicyl酸の自然分解を Ce仰によ
り促進させるとき共存OH化合物への燐酸転位は認
められなかった。 Ce柵 lとより ρ-nitrophenyl燐酸
水解を行うときも同様であった。 
5) Phosphosalicyl酸の酵素的及び非酵素的燐酸
転位の結果K基き transphosphoryla tionの現象に
ついて考察した。
本研究は文部省から赤松教授に与えられた科
学研究費により，赤松教授御指導のもとに行わ
れた。乙'>.fと厚く感謝致します。なお，種々御
援助を戴いた当教室の村越助手にも心から謝意
を表します。また，本研究に対し，御便宜と御
激励を賜わった本学歯科口腔外科，佐藤教授に
対し深謝の意を表します。
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